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Resumo
O processo de humificação da matéria orgânica do solo é afetado pelo clima, 
tipo de solo e sistemas de manejo, resultando na formação de grupos 
fluorescentes como anéis aromáticos e quinonas, que podem ser avaliados por 
espectroscopia de fluorescência. Neste estudo, a espectroscopia de 
fluorescência induzida por laser (FIL) foi aplicada a amostras de solos para 
avaliar o grau de humificação da matéria orgânica. As amostras de solo foram 
extraídas em diferentes profundidades a partir de três experimentos de campo, 
provenientes de dois diferentes solos da região do cerrado brasileiro. 
-1Adicionalmente, soluções aquosas (20 mg L )  dos ácidos húmicos (AH) 
extraídos das mesmas amostras de solo foram analisadas por espectroscopia de 
fluorescência convencional e três índices do grau de humificação  (A4/A1, 
I465/I399, A465) foram medidos e comparados com o grau de humificação (HFIL), 
determinado por FIL. Todos três índices de humificação dos AH tiveram uma 
boa correlação com os valores HFIL determinados por FIL nos dois solos.
PALAVRAS CHAVE:   fluorescência induzida por laser, humificação, solo, ácido 
húmico, matéria orgânica.




IHumification process of soil organic matter (SOM), affected by climate, soil 
type and soil management systems, gives rise to fluorescent groups as aromatic 
rings and quinone, which can be evaluated by fluorescence spectroscopy. In this 
study we applied laser-induced fluorescence (FIL) spectroscopy to evaluate 
organic matter humification degree of soil samples collected from different soil 
depths (0-2.5, 2.5-5, 5-10 and 10-20 cm) of three long-term field experiments 
in two soils of the Brazilian Cerrado region. In addition, humic acid (HA) 
-1solutions ( 20  mg L ) extracted from the same soil samples were analyzed by 
conventional fluorescence spectroscopy and three humification degree indexes 
(A4/A1, I465/I399, A465) were measured in order to compare them with 
humification degree (HFIL) determined by FIL. All three humification indexes of 
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A matéria orgânica (MO) é componente imprescindível para a qualidade dos 
solos e ambientes tropicais. Ela desempenha um papel mais significativo na 
produtividade dos solos, pois representa a reserva dominante de nutrientes das 
plantas (p.e. N, P, S); além disso ela influencia fatores como pH, capacidade de 
troca iônica, e a estrutura do solo (Zech et al., 1997), contribui para o seqüestro 
de C da atmosfera (Glatzela et al., 2003, Bayer et al., 2000), tendo efeito 
também na atividade microbiana (Schnitzer & Khan, 1978, Fassbender, 1980, 
Lovley et al., 1996, Preston, 1996, Zhang et al., 1997, Salinas-Garcia et al., 
1997) e na estabilidade de agregados (Balesdent et al., 2000, Kalbitz et al., 
2003).
Adicionalmente, a MO é, geralmente, o principal sítio de sorção para pesticidas 
e metais pesados no solo (Senesi, 1992, Sposito et al., 1996, Murphy & 
Zachara, 1995, Martin-Neto et al, 1994, Vaz et al., 1996, 1997). A sua 
dinâmica é um dos fatores de grande interesse em se estudar dada sua 
importância tanto do ponto de vista de solos, considerando aspectos relevantes 
de fertilidade, de estrutura e de processos erosivos, quanto dos aspectos 
ambientais, com relação as reações e associações com pesticidas, metais 
pesados e microorganismos, em solos e águas, podendo ainda considerar 
aspectos globais da Terra, como o efeito estufa. Em regiões de clima temperado 
existe uma quantidade expressiva de informações sobre a dinâmica da MO em 
solos. Entretanto, existe um consenso que não há um entendimento completo 
desse processo.
Pode-se dizer que a MO dos solos é constituída, basicamente, de dois tipos de 
substâncias : as húmicas (ácido húmico, ácido fúlvico e humina) e não húmicas 
(proteínas, aminoácidos, polissacarídeos, ácidos orgânicos de baixo peso 
molecular, ceras e outros). Estima-se que 65% a 75% da MO de grande parte 
dos solos minerais sejam substâncias húmicas (SH) (Schnitzer & Khan, 1978). 
As substâncias húmicas são os componentes mais recalcitrantes da matéria 
orgânica do solo, e são constituídas de uma mistura heterogênea de grupos 
funcionais. Estas substâncias são formadas a partir do processo de humificação, 
o qual altera estruturas químicas da MO pela degradação de resíduos orgânicos 
via lixiviação, trituração e catabolismo, sendo controlado por variáveis como 
temperatura, regime de água do solo, pH e nutrientes livres. Dados obtidos 
através de espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) mostram 
que durante o processo de humificação ocorre o aumento grupos C-carboxílicos, 
C-alquil e C-aromáticos, principalmente fenólicos, e a diminuição de grupos O-
alkyl (Zech et al., 1997).
O grau de humificação pode ser avaliado através de diversas técnicas 
espectroscópicas, das quais  as mais utilizadas são : 
- Absorção de luz uv-visível (UV-Vis), que utiliza a razão E4/E6, onde E4 é a 
absorbância em 465 nm e E6 é a absorbância em 655 nm (Stevenson, 1994). 
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- Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE), que avalia o grau de humificação 
das SH através da quantificação de radicais livres do tipo semiquinonas 
(Senesi, 1990, Martin-Neto et al., 1994). 
- Ressonância Magnética Nuclear (RMN) RMN, que permite a visualização de 
grupos funcionais que compõem as SH, e correlaciona o grau de humificação 
com o grau de aromaticidade das SH (Krøsshavn et al., 1992, Zech et al., 
1997). 
- Fluorescência de luz em amostras aquosas, que se apoia na presença estável 
de várias estruturas fluorescentes intrínsecas a molécula húmica e a seus 
precursores. Isso permite a proposição de metodologias (Zsolnay et al., 1999, 
Kalbitz et al., 1999, Milori et al., 2002a, 2003b) que tornam possível a 
aplicação desta técnica na avaliação de humificação das SH. 
As técnicas acima citadas exigem a extração e fracionamento químico das SH 
do solo, resultando na geração de resíduos químicos e tornando a análise de 
solos um processo  lento e trabalhoso. Além disso, os produtos deste 
tratamento (ácido húmico, ácido fúlvico e humina) podem sofrer modificações 
em relação a sua forma in situ (Feller & Beare, 1997). Em contrapartida, a 
Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser (FIL) aplicada a solos é uma 
nova metodologia, que tem se mostrado eficiente na análise da MO de solos 
intactos, fornecendo resultados de uma maneira ágil, limpa e em condições 
próximas das naturais (Milori et al., 2002b, 2003a, 2004). 
Este Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento procura mostrar resultados 
recentes a respeito da avaliação do grau de humificação da  matéria orgânica do 
solo intacto através da técnica de FIL. 
Materiais e Métodos
Amostras de solo e áreas experimentais 
As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0-2,5, 2,5-5, 5-10, 
10-15 e 15-20 cm em experimentos de longa duração na região do Cerrado 
brasileiro. Um experimento está localizado em Costa Rica (MS) e vem sendo 
conduzido há 7 anos na Fazenda Planalto da Empresa SLC Agrícola, em 
-1 -1Latossolo Vermelho, com 600 g kg  de argila, e 210 g Fe kg . Outros dois 
experimentos estão localizados em Dourados (MS), os quais vem sendo 
-1conduzidos há 13 e 5 anos, em Latossolo Vermelho com 500 g kg  de argila, e 
-185,7 g Fe kg , sob responsabilidade da Embrapa Agropecuária do Oeste. Ou 
seja, tratam-se de solos altamente intemperizados, como evidenciado pelos altos 
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Os experimentos consistiram em diferentes sistemas de preparo de solo 
(preparo convencional-PC, preparo reduzido-PR, e plantio direto-PD), e 
adicionalmente, em Dourados, no experimento de menor duração, foram 
utilizados diferentes sistemas de produção (pastagem permanente-PAST, 
integração lavoura-pecuária-INT, PC e PD). Em ambos locais, como referência 
da condição original do solo, amostrou-se uma área sob cerrado nativo. 
Salienta-se que a avaliação dos diferentes sistemas de uso e manejo e 
profundidades de solo objetivaram uma ampla variação nos teores de carbono 
orgânico e de qualidade da matéria orgânica do solo (grau de humificação).
Fluorescência Induzida por Laser (FIL)
As amostras de solo foram moídas, peneiradas e prensadas em forma de 
pastilhas de solo, para simplificar o manuseio no laboratório. Cada pastilha tinha 
em torno de 1 cm de diâmetro, 2 mm de espessura e 0,5 g de peso.
O aparato experimental utilizado foi descrito anteriormente no boletim de 
Pesquisa e Desenvolvimento n° 3 (Milori et al., 2002b). 
Para a técnica de FIL, o grau de humificação da MO do solo foi obtido através 
do cálculo da área sob a curva de emissão dividida pelo teor de carbono (HFIL).
Espectroscopia de fluorescência convencional das amostras de AH em solução 
As amostras de solo foram secas ao ar, moídas e peneiradas (<0,105 mm). As 
substâncias húmicas solúveis foram extraídas com uma solução de NaOH 0,5 
mol L-1 (razão 1:5 solo:extrator;  3 horas com agitador horizontal). Em seguida 
esta solução foi acidificada com HCl para o pH 2,0 e mantida em repouso por 
24 h visando a precipitação do ácido húmico. A solução foi, então, centrifugada 
(5000 rpm por 30 min.) e o precipitado foi tratado com uma solução HCl/HF 1:1 
mantida  a agitação por 2 h, processo que foi repetido três vezes visando 
reduzir o teor de cinzas. O precipitado foi lavado com água destilada até teste 
negativo de cloreto. 
As amostras de ácido húmico foram dissolvidas em uma solução de NaHCO3 
-10,05 mol L . Para determinar a concentração ideal para este tipo de 
experimento, foi analisado, previamente, o comportamento da intensidade de 
fluorescência com excitação em 240 nm  como função da concentração. 
-1Começando de baixas concentrações (0,5 mg L ) o crescimento da curva foi 
-1quase linear, porém a partir  de 20 mg L  a intensidade de fluorescência 
começou a reduzir exponencialmente até praticamente se extinguir  em altas 
-1concentrações (acima de 1000 mg L ). Este comportamento é originado por um 
efeito de filtro interno, causado pela absorção da luz emitida realizada pelo 
próprio ácido húmico. Baseados nesta observação optou-se trabalhar com a 
-1concentração de 20 mg L  para minimizar este efeito e reduzir interações entre 
as moléculas (Mobed et al., 1996). Entre os pHs 7 e 9 não foi observado
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variações significativas no espectro, portanto foi adotado para trabalho a faixa 
de pH  em torno de 8. 
Os espectros de fluorescência das amostras foram medidos em três modos: 
emissão, excitação, e varredura síncrona, utilizando-se um espectrômetro de 
luminescência da Perkin Elmer modelo LS-50B. Em todos os experimentos as 
fendas de excitação e emissão foram mantidas em 7 nm e a velocidade de 
-1varredura utilizada foi 200 nm min  para ambos os monocromadores.
Com o intuito de utilizar o método de Zsolnay et al. (1999), os espectro de 
emissão das amostras de ácido húmico foram obtidos com excitação em 240 
nm. A faixa de varredura destes espectros foi de 350 - 650 nm. O espectro de 
emissão total foi divido em quatro partes e o grau de humificação foi calculado 
através da razão entre as áreas do último quarto (570 - 641 nm) e primeiro 
quarto (356 - 432 nm),  denominado A4/A1. A idéia básica de Zsolnay e 
colaboradores é que a humificação da M.O. leva à condensação de anéis 
aromáticos e este processo faz com que a fluorescência deste grupo se 
desloque para o vermelho (Haken e Wolf, 1995, Kumke et al., 1995). Portanto, 
a área  do último quarto corresponde a fluorescência de estruturas mais 
humificadas e a área do primeiro quarto seriam oriundas de estruturas mais 
simples. 
Para utilizar a proposta de Kalbitz et al. (1999), medimos o espectro de 
varredura síncrona na região entre 300 - 520 nm com ∆λ = (λem-λexc)  = 55 
nm. De acordo com Kalbitz et al. (1999), o espectro de varredura síncrona das 
SH apresenta dois picos em torno de 360 and 400 nm, e um ombro em torno 
de 470 nm. A intensidade destes picos mudam dependendo do grau de 
humificação da amostra. A região do espectro com comprimentos de onda mais 
para o vermelho (maior comprimento de onda) é associada a núcleos aromáticos 
substituídos e/ou conjugados, ou sistemas insaturados conjugados com elétron 
bastante delocalizado. A região mais para o azul (menor comprimento de onda)  
é associada a compostos mais simples. Assim, a razão entre a intensidade de 
fluorescência em 400 e 360 nm, ou 470 e 360 nm pode ser utilizada para medir 
o grau de humificação das SH dissolvidas. 
O método proposto por Milori et al. (2002a, b)  consiste em excitar as SH com 
luz azul e medir a emissão de fluorescência. Esta absorção é mais ressonante 
com estruturas cuja concentração aumenta com o avanço do processo de 
humificação da MO. Portanto, nesta proposta a área total sob o espectro de 
emissão de fluorescência com excitação em 467 nm (em condições 
-1experimentais idênticas: concentração=20 mgL , pH=8 e mesma força iônica), 
deve ser proporcional ao grau de humificação. 
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Resultados e Discussão
De acordo com Zech et al. (1997) NMR, medidas realizadas durante a 
decomposição e humificação de liteira mostraram um aumento do carbono 
aromático, principalmente de grupos fenólicos. Os grupos fenólicos durante o 
processo de humificação são oxidados produzindo grupos do tipo quinonas. 
Estas estruturas são predecessores do radicais livres tipo semiquinonas. 
Experiências utilizando a espectroscopia de RPE  para medir a concentração de 
radicais livres tipo semiquinonas mostraram uma correlação elevada entre este 
parâmetro e o grau do humificação (Martin-Neto et al., 1998). Desta maneira, o 
processo do humificação conduziria ou produziria a um aumento de estruturas 
fluorescentes.
Zsolnay et al. (1999) observaram um deslocamento para o vermelho do 
espectro de emissão da Matéria Orgânica Dissolvida (MOD) com excitação no 
ultravioleta (240 nm) conforme o processo de humificação evoluía. A explicação 
para este comportamento foi dada baseada no fato de que conforme o processo 
de humificação avançava as moléculas fluorescentes tornavam-se mais 
condensadas (Haken e Wolf, 1995, Kumke et al., 1995). Kalbitz et al. (1999) 
usou o mesmo princípio para definir um índice de grau de humificação através 
da espectroscopia de excitação sincronizada. Milori et al. (2002a) observaram 
que estruturas moleculares, cuja concentração aumenta durante o processo de 
humificação, são mais ressonantes com a excitação no azul (~465 nm), e sua 
emissão de fluorescência é proporcional ao grau de humificação.
Estes postulados podem ser aplicados à fluorescência de solo intacto. No caso 
de fluoróforos orgânicos, a estrutura individual de cada molécula é responsável 
pela fluorescência. Portanto, quando uma sustância passa do estado sólido 
cristalino para o estado fundido ou vapor, ou é dissolvida, sua fluorescência 
persiste (Krasovitski e Bolotin, 1988).
Quando uma amostra de solo é excitada com um laser no azul-ultravioleta 
próximo, o espectro de emissão é uma banda larga sem estruturas 
significativas. De forma similar ao  AH em solução, esta excitação é mais 
ressonante com estruturas mais complexas. Entretanto, para comparar a 
intensidade de fluorescência de diferentes amostras de solo intacto é necessário 
normalizar esse valor pelo conteúdo de carbono do solo. Esta normalização é 
similar a trabalhar com soluções de mesma concetração, da mesma forma que 
foi feito para se aplicar o índice A465 (Milori et al., 2002a). Assim,  variações na 
intensidade de emissão do espectro normalizado pode ser associada a variações 
estruturais dos fluoróforos. Como a excitação é na região do azul-ultravioletra 
próximo, a área sob a emissão de fluorescência normalizada deve ser 
proporcional ao grau de humificação. Definimos portanto um novo índice de 
humificação HFIL.
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(1)
Onde AFIL é a área sob a curva de emissão de fluorescência e C o conteúdo de 
carbono orgânico total. 
Nas figuras  1, 2 e 3 temos uma comparação entre o grau de humificação 
avaliado por FIL utilizando solo intacto e por fluorescência convencional 
utilizando AH em solução e índices de humificação já estabelecidos na literatura. 
Na figura 1 temos os resultados obtidos utilizado-se o índice de Zsolnay et al 
(1999) para AH em solução, na figura 2 o índice de Kalbitz et al. (1999) e na 
figura 3 o índice de Milori et al. (2002a). Em todos os casos a correlação foi 
alta e significativa mostrando que a metodologia proposta tem um grande 
potencial de aplicação para análises de solos tropicais. A principal vantagem é 
uma análise rápida sem a necessidade de fracionamento químico e permitindo 
estudar a MO do solo o mais próximo possível de suas condições naturais.
Figure 1  Correlação entre os índices de humificação obtidos por FIL usando 
solo intacto e Zsolnay  et al. (1999) (A4/A1)  utilizando AH em solução.
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R=0.85    P<0.0001
Figure 2  Correlação entre os índices de humificação obtidos por FIL usando 
solo intacto e Kalbitz  et al. (1999) (I465/I399)  utilizando AH em solução.
Figure 3  Correlação entre os índices de humificação obtidos por FIL usando 
solo intacto e Milori  et al. (2002) (A465)  utilizando AH em solução.
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R=0.77   P<0.0001
Conclusão
A metodologia proposta pode ser utilizado para avaliar o grau de humificação de 
matéria orgânica de solos intactos de forma rápida e sem a necessidade de 
fracionamento químico. Os resultados apontam para um grande potencial desta 
metodologia para a análise da MO do solo em condições muito próximas das 
naturais.
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